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論文内容要旨
 癌は死亡原因の第一位を占めるが,その治療成績は現在可能な集学的治療をもってしても未だ
 充分とは言えず,新たな癌治療法の開発が急務となっている。ここ20年来の分子生物学の発展
 により,悪性腫瘍は,複数の遺伝子異常に起因する細胞生理逸脱の病態と理解され,点突然変異
 による癌遺伝子の活性化,癌遺伝子の過剰発現,さらには癌抑制遺伝子の不活化が癌化の主要因
 と考えられるようになってきた。
 癌細胞の形態学的特徴の一つである,核小体の異常に注目したBuschらの一連の研究により,
 核小体蛋白p120が見い出された。p120は大多数の癌細胞ではもとより,発現レベルは低いもの
 の増殖期にある正常細胞で検出されるが,非分裂期の正常細胞には検出されない。この癌細胞の
 増殖に深く関わる核小体蛋白p120をターゲットとして,アンチセンスオリゴヌクレオチドによ
 る制癌の可能性を検討すべく,一連の研究を行った。すでに,3'末端非翻訳領域に対するオリ
 ゴヌクレオチド(ISIS3466)がcationiclipid(DOTMA)との併用により,最も強い癌細胞増
 殖抑制を示す事実が明らかにされたことから(Perlakyetal.,Anti-CancerDmgDesign,8:
 3-14,1993),本研究では,ISIS3466のヒトメラノーマLOX細胞に対する増殖抑制効果並びに
 薬理動態を以下の如く検討した。
 先ず,ISIS3466を種々条件下に培養LOX細胞と接触させた系での増殖抑制効果は,DOTMA
 との併用により100倍以上増強し,0.2μMのISIS3466で80%の抑制を得た。ISIS3466の細胞
 内濃度も,DOTMA併用により5-15倍上昇し,i時間の接触で充分な細胞内濃度に達した。
 細胞外流出速度は緩慢で,21時間後も50%は細胞内に留まっていた。一方,p120mRNAおよび
 蛋白の発現抑制は,ISIS3466とDOTMAの併用によっても,各々35%および50%にとどまり,
 強い細胞増殖抑制効果との間に解離が認められた。
 次に,invivoにおける薬理動態について検討した。マウス静脈内投与後の血清濃度は2相性
 を示し,α相の半減期は約15分,β相のそれは約1時間であった。腹腔内投与後の組織内濃度
 は,ほとんどの組織において4時間後に最高値に達し,24時間後まで安定で,48時間以後減少
 した。肝と腎で高値を得る一方,脳では極めて低値にとどまった。さらに,invivoでの癌細胞
 内濃度をLOX腹水癌の系で検討した結果,DOTMA併用により5-10倍の上昇を認め,先に
 DOTMAとの併用で観察されたinvivoでの増殖抑制効果とも一致した。
 アンチセンスオリゴヌクレオチドは,治療薬剤として,まだまだ克服しなければならない問題
 点が指摘されるものの,すでにアメリカでは臨床第1相試験が開始されている。本研究では,
 ISIS3466のDOTMA併用によるinvitro,invivoにおける癌細胞増殖抑制効果の知見に基づ
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 き,ISIS3466の詳細な薬理動態およびp120に対する効果について検討した。核小体蛋白p120
 はアンチセンス療法のターゲットとなり得る可能性が示唆され,オリゴヌクレオチドキャリアー
 としてのDOTMAの有用性が示された。
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 審査結果の要旨
 核小体蛋白p120は,各種癌細胞の核小体に強く発現する特徴的な蛋白である。その機能はな
 お不明であるが,p120遺伝子導入によるNIH3T3細胞の悪性化,アンチセンス遺伝子の導入に
 よる乳癌細胞の増殖抑制が観察され,癌の増殖に深く関与していると考えられる。著者らは既
 に,p120遺伝子に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドISIS3466(3ノ末端非翻訳領域)が
 cationiclipidであるDOTMA(N一[1一{2,3-dioleyloxy}propy1]一N,N,N-trimethylammonium
 chloride)存在下に癌細胞に対し強い増殖抑制作用を持つ事を示した。本研究は,LOX(ヒトメ
 ラノーマ)細胞株を用いて,ISIS3466のp120に対する発現抑制効果をmRNA,蛋白レベルで
 調べ,DOTMA併用によるinvitro細胞内動態を放射標識したISIS3466を用いて検討し,更
 にマウスにおける体内動態を解析し,アンチセンスオリゴヌクレオチドの基礎的薬理動態を検討
 したものである。その結果:
 1)p120の発現が,センスオリゴヌクレオチド対照群に比べ,RNasepro七ectionassay法1こ
 よりmRNAレベルで35%,westemblotにより蛋白レベルで50%の抑制を認めた。しかし細
 胞増殖抑制は80%と強く,p120発現抑制との間に乖離を認めた。
 2)DOTMA存在下にISIS3466は,短時間に多量に細胞内に流入し,ISIS3466単独対照群
 に比べ10倍前後の高い細胞内濃度を得た。
 3)ISIS3466のマウス静脈内投与後血清濃度は2相性を示し,第1相の半減期は14分と短かっ
 た。腹腔内投与(30mg/㎏)後紐織内濃度は,多くの臓器で4時間後にピークを示し24時間後も
 比較的高濃度を示した。肝と腎に強く集積し(約30㎎/kg),脳では肝や腎の100分の1以下と
 極めて低値であった。ISIS3466の血清及び組織内濃度はDOTMA併用の影響を受けなかった。
 しかし,腹腔内に移植したLOX腹水癌の系で,DOTMAとISIS3466の同時腹腔内投与はISIS
 3466単独対照に比べ癌細胞内濃度を上昇させた。
 本研究の意義は,p120に対するアンチセンスオリゴヌクレオチドIS工S3466が,DOTMAと
 の併用でp120発現抑制効果と強い癌細胞増殖抑制効果とを持つことをinvi七ro,invivoの系
 で示し,オリゴヌクレオチドの詳細な薬理動態を明らかにしたことにある。強い細胞増殖抑制効
 果とp120発現抑制との間の乖離に対する検討が不十分であるが,これらの知見は,今後臨床応
 用が期待されるアンチセンスオリゴヌクレオチド研究に対し基礎的検討を加えたことが評価され,
 学位に値するものと考える。
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